腹水肝癌AH7974の腫瘍特異表面抗原の精製と性状について by 竹山 喜盛
金 沢 大学十全医学会雑誌 第96巻 第1号 71－ 79 く1987う 71
腹水肝痛 AH7974の腫瘍特異表面抗原の精製と性状に つ い て
金沢大学が ん 研究所病態牛 理 部 く主 任 こ 倉田自費教掛
竹 山 書 盛
く昭和61年12月13日受付J
ラ ッ ト腹水肝癌 A H79 74細胞の 不 溶分 画を デ オ キ シ コ ー ル 酸塩 に よ り 可溶化し， 得ら れ た可溶化蛋
白 くS Pト分画で モ ル モ ッ ト を免疫 して ポ リ ク ロ ー ナ ル な抗血清を作製 した
．
1抗血清を選ん で 適当な吸収
を加 え， ゲル 内拡散法， 生細胞膜免疫螢光法， E LIS A法に よ っ て A H 7974に 特異 な細胞表面抗原の存在 を
認 めた
．
AH 7974の S P分 画 か ら 高速液体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に よ っ て腫瘍特異的 な 舶 白抗原が精製さ
れ た． この 抗原は ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電気泳動で A 灘動度を示 し，S DS一 別 ア ク リ ル アミ ドゲ ル 電気泳動で は
約 58－00 の 分子 量を示 し， 上 皮細胞増殖因子 くE G Fう を特異的に 結合す る能力が あ っ た ．
Key w o rds
．
a s citeshapato m a， tu m O r a ntigen， E G Fre ceptor
膿瘍特異抗原 くtu m o r spe cific antige n， T S Al の
研 究は， 化学発癌剤 に よ る動物痛に 免疫生物学的機能
と し て見い だ され た tu m o rspe cific r eje ctio n a ntige n
くT S R Alに 始ま るり2I． 以 後， そ の よ う な抗原を と 卜腫
瘍 に 求め た 多数の 免疫学的研究が， 拒否と い う現 象 を
離れ て 積重ね られ る よ う に な っ た ． 腫瘍の 特異的な免
疫診断 ． 治療に は TS Aの 存在 が 前提条件と な る か ら
で あ る． しか し， T S Aの 存在 に つ い て そ れ を暗示 す る
デ ー タ は少く な い が ， ま だ決定的な証拠 が得 られ て い
な い の は， T S Aを精製 して 分子 レ ベ ル あ る い は遺伝
子 レ ベ ル で 解析す る こ との 困難さ に も ある で あ ろ う
．
著者の 属す る 教室で は と 卜癌 の T S Aを求め た 一 連
の 研 究が なさ れ ， そ の 有力候補 とな る 抗原の 同定 ． 分
離 が 行わ れ つ つ あ るが3 ト 6I， 動物痛 く化学発掛 に つ い
て の 研究 はま だ行 われ て い な い ． そ こ で著者 は ジメ チ
ル ア ミ ノ ア ゾ ベ ン ゼ ン 肝癌由来の ラ ッ ト腹水肝癌 を材
料と して選 ん だ
． 容易に 大量の 癌細胞 を集め得る点 で
腹水癌 は そ の よう な 目的 に は最適 の 材料 だ か ら で あ
る ． 腹 水肝癌の 中か ら とく に 増殖が 安定で扱 い や すい
AH 7974 を選 び， 他の 腹水肝癌 を対照 と して， T S Aと
思 われ る抗原 の 精製と その 性状 に つ い て の 研究 を行 っ
た ．
材料 お よ び方法
工 ． 材 料
腹水肝癌 A H 7974 細胞 の 約 3 XlO6個 を生理 食塩水
1 mlに 懸濁 し， 7 へ 8週令の ド ン リ ュ ウラ ッ トの 腹腔
内 に接種 し た一 接種後 7 句 10日目の 腹水を採取 し， 細
胞 を生 理 食塩水で 3回 洗浄し， 最後の 細胞沈漆を密封
して使用 時ま で － 20PC に 保存 した
．
な お， 生細胞 に よ
る 実験が随時行 える よ う に 実験終了時ま で 2， 3の 株
は ド ン リ ュ ウ ラ ッ トで 継代維持 した． 腹水肝癌細胞株
は す べ て佐 々 木研究所， 佐藤 博先生 よ り， 御恵与戴
い た も の で あ る． 別に 対照抗原作製の た め， 正 常 ドン
リ ュ ウラ ッ トの 各臓器 お よ び 妊娠15日目前後の 胎仔
を使用 した ．
II． 可 溶化蛋白 くs olubiliz edprotein s， S Pl の 作製
凍結細胞 を融解後， Ku r ata ら7，， O kada ら3，， 関6切
方法 に 従 っ て S P を作製 した． 融解細胞を テ フ ロ ン ホ
モ ジナ ィ ザ 一 に よ り 0■16 M塩化カ リ ウ ム ， 0．017 M
ク エ ン 酸ナ ト リ ウム ， 0．001M モ ノ ヨ ー ド酢酸溶液 で
水冷下に ホ モ ジネ ー ト を つ く り， 10，000Xg30 分遠心
する
． 沈溶 を再度上液で ホ モ ジネ ー トに し， 遠 心す る．
つ い で ， 1 M塩化 カリ ウ ム ， 0．034 M ク エ ン酸 ナ ト リ
Abbreviatio ns ニA B C， avi din－biotin－Pe r O Xida se c o mple xニ B S A， bo vin e s eru malbu min三
D S S， dis u ccinimidyl suber ate三 E G F， epider m al gr o wth fa cto r沌LIS A， e n Zym e－1inked
im m u nos orbe nt a ssay 三H P L C， highperfor manc eliquidchr o m atogr aphy 三L C M I，1iving c ell
72
ゥ ム ， 0．001 Mモ ノ ヨ
ー ド酢酸溶液 く塩酸 で pH 4 ■7
に 補正1 で沈漆 をホ モ ジ ネ
ー トに し， 遠心 す る 操作 を
8 回く り返す． 最終沈漆 に 約 5倍客室 の 0．2％デ オ キ
シ コ ー ル 酸ナ トリ ウ ム 液 を加 え， 4
0
C で 48時間攫拝
後， 遠心 す る． 沈漆 に 再度同様 の操作 を加 え，
2 回 の
抽 出液 を合わ せて 約 10倍容量の冷ア セ トン に 加 え，－
20
0
C に 1夜お く． 生 じた沈澱 を集め て 小量の 蒸留水 に
とか し， セ フ ァ ロ
ー ズ 4 BくP ha r m a cia Fin e Che mi－
c als， Upps ala， Sw eden， の カ ラ ム に 負荷 し， 蒸留水
ま た はリ ン酸塩緩衝生理食塩水くpho sphate
－buffered
salin epH7．4， P B Sl で溶出す る， 排除容量に お け
る
小 ピ ー ク 懐 跡裾 は捨て ， 遅 れ て 出現す る単
一 な低
分子 ピ ー ク を集め る． 4
0
C での 風 掛 こよ っ て適当に 濃
縮 し， Lo w ry ら叫の方法ま た は 蛋白測定 キ ッ ト くBio
－
Rad Labor ato ries， Richm o nd， U －S－A ．1 に よ る色素結
合法 を用い ， ウシ y グロ ブ リ ン を基準 に し て蛋白量を
測定 し， － 20
0




対照の腹水肝癌や正 常臓器か らも S P を作製 し たが ，
臓器 の場合 に は最初の ホモ ネ ジネ
ー トを ガ
ー ゼ 1 1 2，




s pに は血清蛋白 とく に ア ル ブ ミ ン の 混 在が か な り
多い ので ， 約 10m g 蛋白 の S P溶液 を Blu eSepha
r o se
c し6 B命 くP har m a cial の カ ラム く1■5XlOcm い こ通
して ア ル ブ ミ ン を除去 した ． その 条件 は P ha r m a cia
の 指定に 従 っ た ． こ の分画 を以後
I
SP bs
， と呼 ぶ ■
A H 7974 で は湿量約 5g の 細胞沈泣 か ら約 50m g蛋白
の S P が得ら れ， S P bs と して 約 20m g蛋 白が 得 ら れ
て い る．
Ill． ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体 の 作製
A H 7974 の SP O．5mlく5m g 蛋 副 を等量の 完全 フ
ロ イ ン トア ジ エ バ ン トで乳化 し， 体 重約 40 g の モ ル
モ ッ トの肩甲骨下腔 に 分割注射 した ． 7， 14， 21， 35
日目 に 同様 の 注射 を追加 し， 42日 目 に 心 採血 を行 っ
た




し， 凍結解融の く り返し は避け た ． 同時 に 3匹 の
モ ル
モ ッ トを免疫 し， 最 も高単位の 1抗血清を選 び， 全実
験 に使用 し た．
ゲノレ内拡散法 に は， 抗 AH 7974抗血清 1mi あ た り
肝， 腎， 脾 A H lO8， A Il127の 各 S P lOm g蛋白 を加 え，
室 温1時間放置後， 4
0
C で 1夜低速回転させ ， 遠心 上
清 を 1mlに 濃縮 して 使用 した ．
免疫螢光用に は以下の よ う な吸収 を行 っ た ． 正常肝，
腎， 晩 肺， 心 ， 胎仔 の 25％ くWノV l 生理食塩水 ホ モ
ジ ネ ー ト 各1 ml に 血 清4 ml を加 え て 均
一 な ホ モ ジ
ネ ー ト を つ く り ， Te rnyn Ck ら
9，に 従 っ て ， グル タ ， ル
アル デ ヒ ド に よ り pH 5 で不溶化し た． 微粒 子化
． 洗
浄． エ タ ノ ー ル ア ミ ン に よ る ブ ロ ッ キ ン グ
．洗浄 を行 っ
て か ら， 抗 A H 7974 抗血清 1mlに 加 え一 室温1時間後
4
0
C l夜の 低速回転 を行 っ た ． 遠心上 清 をと り同様 の
吸収操作 を さ ら に 2 回行 っ た ． なお ， 腹水肝癌細胞に
ょ る吸収 を さ ら に 加 え る 場合 に は， 上 記吸 収抗血清
10帰1 に 細胞沈漆 100声1 を加 え， 37
0
C l 時 間の 吸収
を行 っ た．
En zym e－1inked im m u n o s orbent a ss ay くE LIS A l
ぉ よ び免疫た郡劉削 こは， 抗 A H 7974抗血 清 20声1 あた
り， 血清 12ml， 肝 ホ モ ジ ネ
ー ト15ml， 脾， 腎， 肺の
ホ モ ジ ネ ー ト 各4 ml， 胎仔 ホ モ ジ ネ ー ト10ml を加
え， 室温 1時間放置つ い で 4
0
C l夜回 転し た－ 10，000
G 30分遠 心 し て 上 帝 を と り， 0．2 M酢 酸綬 衝 液
pH 5，0 を等量加 え， 4
0
C l時間横枠 した － 10，000G 2く1
分遠心の 上浦 を硫酸 ア ン モ ニ ウム 1ノ3飽和 に して 沈澱
をと り， P B S lOml に と か し， P B Sに 対し て 1夜 4
0
C
で 透析 して か ら液量 を 一 定に 補正 し， 窒化ナ トリ ウ ム
を 0．05％ に 加 え4
0
C に 保存 した ． 吸収用 水モ ジ ネ
ー ト
は こ の 場合も す べ て 25％ くWノVう である．
1 V． 分 析方法
1 ． ゲ ル 内拡散法
ゲ ル 内二 重拡散法に は， 厚さ 1 ■5
旬 2．O m m の ア ガ
ロ ー ス 層 に 直径3 m m， 間隔 4 m m の ウ ェ ル をあ け，
抗原 は S P 3m g 蛋白ノml， 吸収抗血清は稀釈せ ず に 使
用 した ． 湿潤状態 で 4
0
C に お き 1週間観察 した － な お，
免疫 電気泳動 に は ア ガ ロ
ー ス H EtF M C Co rpo ra－
tio n， M arin eColloidsInc． ， Ro ckla nd， U
．S．A．1 ゲル
を 剛 1， S P を20m A で 2時間泳動後， 吸収抗血清と
反応さ せ た．
2 ． 免疫螢光法
Living c ell m e mbr a n eim m u n o
flu o r e sc e n c e
くL CM Ilを 間接法 で 行 っ た ． 腹水細胞 を P B S で 3 回洗
浄 し， 約 2．5XlO
5個 を含む 50月lに 吸 収抗血清 げ B S
に よ る 6倍稀釈う100声l を加 え， 0
0
C で1 時間反応さ
せ た． PB S で 3 回洗浄後， 抗 モ ル モ ッ トIgG ウサ ギ 抗
血清 くM B L Co ． Ltd． ， 名古屋l の 3倍稀釈液 1OOFLl
を加 え 0
0
C 30分反 応 させ ， 洗浄後 グリセ リ ン ーPB S で
封入 し， 01ym pu s落射 螢光顕微鏡 B H
－R F L－B で検鏡
した． な お ， 操作 中細胞 の 温度 を0 へ 4
0
C に 保 つ よ う
m e mbr an eim m un oflu o res c en ceニ P A G E， pOlya cryla mide gel ele ctr opho r esi 三
P B S， phos－
phate－buffer ed s alin eニ SD S， S Odiu m dodecyls ulfate三 S
P
，
S Olubiliz ed pr oteins三 T S A， tu m Or
specific antigenニ T S R A， tu m Or Spe Cific r ejectio n a ntige n．
ラ ッ ト腹水肝癌の 抗原
に 留意し た．
3 ． E LIS A
9 6孔 の ビ ニ ー ル 測 定 プ レ ー ト くCo sta r，
Ca mbridge， u S．A ．J を用 い ， 既報の術式61に 従 っ た ．
抗原材料は ウ ェ ル あ た り 50 ま た は 100月1と し， 吸収
抗血 清は原血 清の 500倍稀釈 を用 い た．
4 ． 高 速 液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー くH igh pe r－
fo r m a n c eliquidchr o m atography， H P L Cl
ポ ン プ は モ デ ル 302， マ ノ メ ト リ ッ ク モ ジ ュ ー ル は
モ デル 802， デ ィ テ ク タ ー は モ デル 111く以 上， Gils o n，
Fr a n c el， レ コ ー ダ ー に は モ デ ル 1 202くLine aIn str u，
m e nts Co rpo ratio n， U ．S．A ．1 を使用 し た． T S K ガー
ド カ ラム SW お よ び T S Kgel魯 G 3000 S Wく以上 ，
束洋曹遠， 束 尉 を付置 し， SP bs 液 300ノJlく600ノノg蛋
白以下1 を負荷 し た． 0．05 M リン 酸緩衝液 pH 7．8 を
用 い ， 流速 1．O mlノ分で溶出し 1ml づつ 分取 した． 溶
出 パ タ ー ン は 波長 280nm ， レ ン ジ 0，05， チ ャ ー ト ス
ピ ー ド 30c mノ時で 記録 し た． 溶出液 100〆Hこつ い て
EL工S A を行 っ た ．
5 ． 免疫沈降法
Bro w n1 01の 方法 に よ っ た ． A H 7974の H P L Cに よ る
精製抗原分画 500ノJlく15ノ上g 倍 蛋白う に
1 2 51 Na50声1
C5 0 0JLi Ci， A rn e r Sha m Inte r n atio n al plc，
Bu ckingha m shire， Englandl と 0．25％タ ロ ラ ミ ン T
液 10月1 を加 え て室温 20秒お き ， 0．25％ピ ロ 亜硫 酸ナ
ト リ ウ ム 5JLl， 0．5％ B S A－P B S 4 35JLl を加 え て セ
フ ァ デ ィ ッ ク ス GT25カ ラム くP D－10， P ha r m a cial を
通 し， 排除容量の 標識抗原分画 を分離 した． こ の 分画
100声1 に 吸収抗 A B 7974 王gG く原血清量 の 500倍に 溶
解1400ル1 を加 え て 4
0
C 30分お き ， つ ぎに 抗 モ ル モ ッ
トIgG ヤ ギ抗血 清 くCappel Labo r ato rie s， U．S．A．J
160ノノ1 を加 えて 4
0
C 30分 お い た， 遠 心 沈漕 を と り，
100JJlの 免疫沈降用緩衝液と Protein A－Sepha ro se
be ads くpha r m a cial の 50％ くWJ
，
vl 懸濁液 50JLl を
加 えて 4
0
C 30分お い た． 遠心沈壇 を と り， 十分な 洗浄
を行 い ， S D S－ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気泳動
くS D S－pOlya cryla mide gel ele ctr opho re si， S D S－
P AGElを メ ル カ プ トエ タ ノ ー ル 存在下 に 行い ， オ ー ト
ラ ジオ グラ フ イ ー を実施 し た．
6 ． S D S－P A G E， オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ イ ー ．
W e ste rnblotting
S DS－P BG E は La e m mli川 の 方法 に よ っ た
． 試料 に
メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を含 むサ ン プ ル 緩衝液 を加え，
100
0
C 5分加熱後， ミ ニ ス ラ ブ デ ィ ス ク 電 気泳動 を
行 っ た ． 分 離ゲ ル は 10％ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル と
し， 2．2 m AIc m の定電流で 75分泳動 を行っ た． チ ト
ク ロ ー ム 系列の 分子 量 マ ー カ ー 蛋白 くオ リ エ ン タ ル 酵
73
母， 東京1 を同時 に 泳動 した ． 染色 に は コ マ ジ ー 育 あ
る い は Silver stainC9 くBio－Radl を使用 した．
染 色 ゲ ル は 乾燥 し， inten sifying sc re e n sくX－
Om atic Regula r， Ea stm a nKodak Co． ， Ne w Yo rk，
U ．S．A
．1 と Kodak X A R－2 フ イ ル ム を用 い ， － 70QC で
3 ヘ ー5 日間の露出 を行っ た ．
W e ste rnblotting は Burn et te
1 21の方法に 従 っ た ． 転
写 膜 に は Du rapo r e filte r魯 くM ilipo r e Co rp． ，
Bedfo rd， U ．S．A ．1を用 い ， 染色を吸収抗 A H 7974抗血
清 を 用 い た a vidin．biotin．pe r o xida s e c o mple x
くA B Cう 法で行 っ た即 ．
7 ． ゾ ー ン電気泳動 eZo n e el ctrophore sisl
ア ガ ロ ー ス H EくF M Cl を用 い ， A H 7974 のSPbs
lOO声g 蛋 白 を 関8切 ご と く に 泳軌 切出 し， 抽 出，
E LIS A を行 っ た
．
8 ． レ ク チ ン ゲ ル ． ク ロ マ トグラ フ ィ ー
レ ク チ ン ゲ ル ． キ ッ トI くE ． Y Labo rato riesIn c． ，
Sa nM ate o， U．S．A．ン使用 し， 各カラ ム く1．5Xl．5c ml
に AH 7974 の S P lml く約100捕 蛋副 を負荷 した．
0．01 M P BS pH 7．4 ま た は 0．15 M塩化ナ トリ ウ ム ．
0．02 M トリス ．塩酸横衝液 pH 7．4，10ml で溶 出後， 同
緩衝掛 こ そ れ ぞれ の糖 を 0．05旬 0．2 M に 加 え た液 10
ml で溶出 した． 溶出液は 1 ml づつ 分取 し， 抗原畳 を
E u S A で測定 した．
9 ． 酵 素分解試験
A H 794 の H P L C精製分画 を E LIS A用 プ レ ー ト
の 各ウ ェ ル に 50ノJlく100メノg 蛋 副 加 え， 3 アC l時間
後 に ウ ェ ル を 3 回洗浄 し， 10声gノml の酵素溶液50ノJl
を加え， 37
0
C 2時間お い て洗浄 し， E LISA を行 っ た ．
用い た酵素 と溶媒はく1汗 リ プ シ ン くType III， Sigm a
Chemic al Co． ， St， Lo uis， U ．S．A ．l， 0．05 M トリス 一塩
酸 緩衝液 pE 7．5， ぐ封プ ロ ナ ー ゼ E く科研化学， 束
京う， 0．05 Mト リ ス 一塩酸綬衝液 pH 7．5， く3ユペ プ シ ン
く1 こ10．000 Ba cto， Difc o Labo r ato rie s， Detr oit， U．
S．A ．J， 0 ．2 M塩 酪塩化 カ リ ウ ム 旗 衝液 pH l．9， く41
フ ォ ス フ ォ リ パ ー ゼ D くTypel工l，Sigm al， 0．05M リ
ン 酸 塩 綬 衝 液 pH 7． 4， 刷 Sn ak e v e n o m
くAgkistr odo n halys， 武田製薬研究所 よ り御恵与l，
0．05 M リン 酸塩漬衝液 p王1 7．4， く6レ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ
くTy pe V， Sigm al， 0．1 M クエ ン酸－ リ ン 酸塩緩衝液
pH 5．3， で あ る ． 対 照 は 0．05 M リン 酸 塩緩衝 液
pE 7．4 を加 え た．
10． 上 皮細胞増殖因子 ほpiderm algr owth factor，
E G円 受容体活性
A H 797 4 の S P溶 液 100jLl く5 m g 蛋 釦 に ヒ ト
E G Fく湧永製薬， 大阪11声g の 存在下また は 不在下， 12 5




分お き， 革ち に サ ン プ ル 緩衝液を加 え て 100
0
C 5分加
熱 して S D S－P A G E を行い ， 染色．乾燥後 に オ ー トラ ジ
オ グ ラ フ イ ー を行 っ た ． 生細胞 を使 用 す る場合 に は ，
P BS で洗浄した 細胞沈撞 く1．5XlO5 個うに つ い て 同様
に 12 5I．E G F を加 え， 3r C 60分お い て か ら P B S で 3回
洗 浄 し， 10JLl の0．1 M dis u c cinimidyl s ube r ate
くD S Sl－ ジ メチ ル サ ル フ ォ キ シ ド1 31を加 えて 37
0
C 30分
お き， 以後の 処理 を同様 に 行っ た ．
成 績
工 ． ゲ ル 内拡散法
A H 7974お よび 対照材料の S P と吸収抗 AH 7974抗
血清 とで予備的 に ゲル 内二 重拡散法 を行 っ て み る と，
A H 7974 の S P は正常組織や他 の腹水肝癌の そ れ に は
出現 しな い 1沈降線を生 じた く囲い ． しか し同時に 非
特異的な共通沈降線も出現 し， 特異沈降線の み を生 じ
る よ う な抗血清 を得る に はさ らに 吸収条件 を検討す る
必要が示 さ れ た ． なお ， 上記特異沈降線 は免疫電気泳
動で は み泳動魔の ア ー ク と な っ て 出現 した．
I工
．
L C M I
吸収抗 A B 7974抗血清に よ る L C M 王で は， す べ ての
A H 7974細胞 が リ ン グ状膜染色 を起 こ した く図 2 ，a
コ． この リ ン グ状染色は細胞を 37
b
C に す る と直ち に 例
外 な く パ ッ チ形式 を起 こ し く図2 ，bう． 1時間 を越 え
る頃か らイ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン や 帽子 形式 く図 2 ，
d を起 こ す細胞 が見ら れ たが ， その 数は 多く な か っ た ．
対照の A H 13く図2 ，dl， A H 41c， A H 44く図 2 ，eI ，
A H 66， A H 127， A H 130く図2 ，fl はす べ て陰性であ っ
た． 抗血清の 吸収が不十分な場合 に A H 13細胞が微弱
陽性反応を示 す こ とが あ っ た が ， そ の場合 に は抗血清
を A H 13細胞 で短時間吸収す る と 容易 に A B 13細胞
は陰性化 し， A H 7974細胞 の染色 は変 ら なか っ た ． な
お ， 抗 A H 13 お よ び抗 A H127抗血清は基本吸収後，
A H 7974細胞 を全く染 めな か っ た ．
m ． El－1S A
A H 7974 お よび対照 の腹水肝細胞 や 正 常組織 の
S Pbs に つ い て の E LIS Aに よ る 濃度 一 反 応曲線 を図
3 に 示す． A H7974 の S Pbs は 量の 増加 に つ れ て 吸光
値 く490n mうの 強し1立上 りを 示 した の に 対 し， 他の腹
水肝癌や正 常組織の それ はほ とん ど無視 で き る程度で
あっ た ． そ こ で ， 以後の 抗原測定 は E LIS Aで行う こ と
と し， 免疫沈降や A B C染色に も E LIS A 用吸収 を行 っ
た 抗 A H 7974抗血 清を使用 した ．
N ． 抗原 の 精製
A H 7974 の S Pbs につ い て H P L C を行い ， 図4 の溶
出曲線 を得た ． 36分目 の溶出液 をと り， 再度 H P L Cに
か ける と ， テ ー リ ン グのな い シ ャ ー プ な単
一 ピ ー ク が
得 ら れ た ． こ の ピ ー ク は S D S－P A G E を行 っ て 銀染色
ま た は コ マ ジ ー 青染色 を や る と 単 一 バ ン ド を 示 し，
W e ste rnblotting を行 い ， 吸収抗 A H 7974抗血 清 く原
血清の 500倍稀釈う を 1次抗体 と して A B C染色 を行
う と， 転 写さ れた 同 バ ン ド が 陽性染色 を示 した ．
V ． 抗原 の 化学的性状
A H 7974 の H P L Cに よ る 精製分画 を 1 25Iで ラ ベ ル
し， 吸収抗 A H 7974抗血清に よ る免疫沈降法を行 っ て
み る と， SD S．P A G E と オ
ー ト ラ ジ オ グ ラ フ イ ー で 分
子 量 58，000く58 K dl の バ ン ド が 認 め ら れ た く図 5 ，
Al． 他 に は ラベ ル され た バ ン ドは出現 しな か っ た ．
A H 7974 の S P bs を ア ガ ロ ー ス ゲ ル に よ る ゾ ー ン電
気泳動に かガ ， ゲ ル を切出 して抽出し， E LIS A を行 っ
た結果， 図 6 の よ うな パ タ
ー ン を得た ． A 一泳動度域 に
最 も高 い 抗原活性 ピ ー クが 見ら れ る． こ れ は 免疲電気
泳動の成績 に も ー 致す る．
レ ク チ ン ゲ ル に よ る ア フ ィ ニ チ イ ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー で は， 抗原 は コ ン カ ナ バ リ ン A－ ゲ ル との 結合 を
示 し， メ チ ル 廿 D－ マ ン ノ ピラ ノ シ ド に よ り遊離 し た
く図 6 ，Al． UE A－I ゲル に は 結合せず く図 6 ，Bl， D A B，
W GA， R C A．I の各 ゲ ル に も有意な ほ どの 結合 を示 さ
な か っ た ．
精製抗原 の酵素分解試験 を行 っ て み る と， 蛋白分解
酵素 に よ り 抗原活性 が低下 し た． ト リ プ シ ン で は
98％， ペ プ シ ン と プ ロ ナ ー ゼ処理 で は約 60％の 活性消
失が見 られ た． 蛇毒， フ ォ ス フ ォ リ パ ー ゼ D， ノ イ ラ ミ
ニ ダ ー ゼ 処理 で は活性低下 は起 こ ら なか っ た ．
抗鹿 の We ste r nblotting で生 じた 58 K dの バ ン ド
は， 上 述 の よ う に 吸収抗 A H 7974抗血 清 に よ る A B C
Fig． 1■ Ex a mples of im m u n odiffu sion patte rn S Of
abso rbed a ntise r umtO the solubiliz ed pr otein
くSPlfra ctio n of a sciteshepato m aA H 7974c ells
くa nti－A H 7974antis e rumlin the c e nte r w ellagaist
S P fr a ctio n sfr o m v ariou s c o ntrol m ate rials in
the peripheral w ells． 1， A H 7974こ 2， A H lO8i3，
kidn ey 三4， Sple e n三 5，1iv e ri6， A H 1 27－
ラ ッ ト腹水肝癌の 抗原
染色 で陽性 に 染 ま るが ， 転写膜 を E G F溶液 り0 鵬ノ
mり に 37
0
C 30分イ ン キ ュ ベ ー ト し て か ら染色 する と，
同バ ン ド の 染色が 阻害さ れ た
． イ ン シ ュ リ ン 溶液 く10
声gノmlう に イ ン キ エ ペ ー トして も こ の よう な 染色阻害
は起 こ らな か っ た
．
こ の こ と は 58 Kバ ン ド に EGF結
75
合活性が あ る こ と を暗示 する の で， 以下 の 実験 を行 っ
た ． A H7974 のS Pを
125l－E G F とイン キ エ ペ ー ト した
後， S D S－P A G E と オー ト ラ ジオ グ ラ フ イ ー を行 っ た ．
結果 は， 64K dの 強い 放射性 バ ン ドの み を認 め た く図
8
，
Al． 大過剰 の 非標識 E G Fの 存在下で 125I－EG F を
Fig．2． Living c ell m e mbr a n eim m u noflu o r es c e n c e with abso rbed a nti－A H 7974a ntise r um． A ，
A H 7974c ells， u nifo r m stainingくS m O Oth ringlニ B， A H 7974c ells， patChy patte rni C， A H 7974c ells，




















m g pr oteinノ血
Fig． 3． Do s e
－ r eSpO n S e C ur V e S Of S P fr a ction sfr o m
A H 7974a nd c o ntrol m aterials obtain ed by
e n zym erlinked im m u n o s o rbe nt a ssay くE LIS AI
with abs orbed a nti－ A H 79 74antis e r u m． 1，
A H 7974ニ 2， 1iv e rニ 3， A H13ニ 4， kidn ey i5，
A H 127i 6， Sple eni 7，teStis， 8，thym u s．
3 0 40
M inutes
Fig． 4． Protein elution profile sく0． D － 280nmIafte r
highpe rfo r m a n celiquidchro m atogr aphy with a
T S Kgel G300 SW c olu m n oftheS Pfr a ctio n of
A B 7974c ells．
反応 させ た 場合に は この バ ン ド は ほ とん ど出現 しな い
く図8 ， Bl． 抗原 と 1 2 5I－E G F との 反 応後， 架橋 剤を作用
さ せ て も結果 は ほと ん ど変 らな い ． 64 K dの バ ン ド は
58 K dの 抗原分子 と E G Fく6 K dl が 共有結合 を起 こ
し た こ と に よ る と考 え られ る が ， 58 K dの 抗 原分子 が
精製過程 で より 大き な分子 の 分解 に よ っ て生 じた可能
性は残 る． そ こ で ， A H 7974の 生細胞 を
12 5トE G F と反
応させ た． こ の 場合， 反応後 に 架橋剤を使用 して 64 K d
の バ ン ドの 出現 を弱 い な が ら認 め得た く図8 ，Cう．
考 察
ラ ッ トの 腹水肝癌 A H 7974 の不溶蛋白分画 か ら作
製 した SP 分画に は ， 腫瘍特異と思 われ る細胞膜抗原
の 存在す る こ と が， ポリ ク ロ ー ナ ル 抗体 を使用 し た免
疫学的方法 で 示 さ れ る． こ の 抗原 と い わ ゆ る T S R A
と の 関係 は不明で あ る が， 他の 腹水肝癌 に 認め ら れな
い か ら， 化学発癌 に お け る個体特異性腫瘍抗原に
一 致
す るで あ ろ う． 抗 原 は 財泳動度を示 し， 分子 量は約
58，000で ， コ ン カ ナ バ リ ン A との 結 合性 か ら マ ン
ノ ー ス や グ ル コ
ー ス を末端 に も つ 糖分子 を結合し て い
る糖蛋白 と考 えら れ る． しか し， 蛋白分解酵素処理 で
抗原活性が容易 に 損わ れ る か ら， 抗原特異性 は抗原の
蛋白部分にある で あ ろう ． と く に興味深 い こ と は， こ
の 58 E の糖蛋白 に E G F受容体活性 があ る こ と で あ
る． 1 2 5トE GF く分子量約 6Kdlとイ ン キ エ ペ
ー 卜す る








Fig． 5． Autor adiograph of an S D S
－gel く10％l of
im m unopre cipitate s from the
1 2 5I－1abeled S P
fr a ction of A H 7974c ells． A ，the
1 25I－1abelled S P
fra ctio n＋ abs o rbed a nti．A H 7974 a ntis er u mi B，
m ole cula r w eightstanda rds．
ラ ッ ト腹水肝癌の 抗原
知 の 分子 量約1 70 K dの E G F受 容体1 弟15切 場合 と 同
様 に ， S D S－P A G E で EG F を分離 し な い か ら， 共有結
合に よ る直接結合 を起 こ す ら し い ． こ の よ う な 58 K d
の E G F 受容体蛋白が よ り 高分子 な そ れ の 分解産 物 で
あ る 可能性が否定 で きな い の で 刷 川 ， 生細胞に よ る 1 2 5
トE G F結合実験 を行 い ， や は り 64 K dの 分子 の 出現 す
る こ と を認め た
．
T S Aと EG F受容体蛋白と が， 一 諸
に 精製 され る 可能性 に つ い て はま だ 完全に 否定は で き
な い が ， 最 凪 教室の 岡田 らが と 卜腎細胞癌に 68 K d，
ウ ィ ル ム ス 腫瘍 に 58 K dの TS Aの 存在 を認 め， 精製
後 い ずれ に も EGF結合晴性と自 己 リ ン 酸化活性の あ
る こ と を認め てい る く未発表う． も しこ れ らが正 し けれ
ば， 従来知 られ て い る 腰瘍特異性 の な い E G F 受容体
と は別 に ， よ り低分 子 な腫瘍特異性 E G F受 容体が ヒ
トお よ び動物腰掛 こ広 く存在す る可能性が 生 まれ る．
そ れ ら は当然腫瘍発生 に 関連 す る意義 は大き い で あ ろ
う ． こ の よう な 分子 の 細胞内機能や遺伝子背影な どが
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Fig． 6． A ffinity chr o m atogr aphy of the S P
fr a ctio n ofA H 7974c ells o nle ctin －gels． A， Co n
A －S ePha ro seニ B， U E A－l－S ePha r o se．
Fig． 7■ An alysisby z o n e elctr opho r esi in aga r o s e
gel ofthe S P fr a ctio nfro m A H 7974c ells． T he
gel w a s c ut offat interv als of 5m m， a nd the
antige nic a ctivity ofthe e xtra ctfro m e a ch slice
W a S a S Sayed by E LIS Awith abs o rbed a nti－
A H 7974 a ntise ru m．
A B C
64K－－
Fig－ 8． S D S－ pOlya c rylami de gel ele ctropho re si
a nd a uto radiogr aphy of the S P fr a ctio n of
A H 7974c ells inc ubated with 1 2 5トEG F in the
abse n c eくAナo rpre s enc eくBl of ex c e ss u nlabelled
E G F． Colu m nC r epre se ntsthe a n alysis of liv ng
A H7974c ellsthat w e re affin ty－1abelled with1 2 5I－
EGF a ndtre ated with c ro s slinke r．
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結 論
ラ ッ ト腹水肝癌 A H7974細胞か ら 不溶分画 を抽出
し， デ オ キ シ コ
ー ル 酸 塩 処理 に よ り 可溶化 し た
s olubiliz edpr otein sくS Plを免疫原と して ポ リク ロ
ー
ナ ル 抗血清 を作製し た． 抗血清 を選び， 適 当な吸収 を
加 えた の ち， ゲル 内拡散法， 免疫螢光 弘 E LISA な ど
に よ る抗原分析と抗原の精製を行 っ た ．
1 ． ゲ ル 内二 重拡散法 で A H 7974 SP に 特異な 沈降
線 の生成を認め た． 生細胞膜免疫蛍光法で A H 7974細
胞 の細胞膜 に 抗原の局在 を認 めた が ， 対照の各腹水肝
癌細胞 に は 同抗原 は認 め ら れ な か っ た ． E LIS A で も
A H 7974SP げ ル プ ミ ン除去後一分画 に 高活性を認 め
たが ， 対照組織 ． 細胞 の それ は低値 を示 し た．
2 ． A H 7974特異な抗原 を S P分画 か ら ゲ ル 濾過型
の H P L Cに よ り精製 した． 精製分画 は S D S－P A G E や
免疫沈降法 で均質であ り， 分子量 58，000 の単
一 成分の
存在 を示 した．
3 ． 抗原は み泳動度 を示 し， コ ン カ ナ バ リ ン A と
結合性のある糖蛋白であるが ， ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体 が
認識 す る抗原活性 は蛋白部分 にあ っ た ．
4 ． 抗原 に は E GF受容体酒性があっ た．
1 2 51 虻 G F と
共有結合 を生 じ，64 K d の分子 を生 じた ． A H 7974の 生
細胞 を用 い た 1 25エーE G F の結合実験で も 64 E■d の分子
の生成が認め ら れた ．
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